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（膵島分離液へのセリシン添加は膵島の収量を増加させる） 
【目的】 
 膵島移植は 1 型糖尿病の糖代謝を改善させる根治的な治療である。1974 年に臨
床応用されてから、日本でも 18例が施行されている。2000年に Edmonton group
が示したプロトコールでは、移植成功のためには良好な内分泌機能をもつ膵島を充
分量移植することが重要とされ、培養や冷凍保存よりも”one donor - one recipient” 
が理想とされる。膵島の分離の過程における、物理的または化学的傷害により、膵
島の収量は 50％以上失われることが知られており、膵島分離の技術にもまだ改善
の余地がある。 
 蚕から産生されるシルクは sericinと fibroinの2種の蛋白質によって構成されて
おり、特に sericin は抗酸化作用や抗アポトーシス作用、細胞保護効果などが報告
されている。過去に我々は膵島の培養液、凍結保存液への sericin 添加が、膵島保
護に関してウシ血清添加と同等の効果があることを報告している。今回は分離液に
sericin を添加することで、分離過程での膵島崩壊を抑制し、収量増加に好影響を
与えるかを検討した。 
【方法】 
膵島分離、純化：雄同血統 Lewis Ratsを使用し、isofluraneの麻酔下に開腹、
総胆管の遠位をクランプし、Collagenase L、dispase IIを溶解し冷却した Hanks
液を胆管に注入し、膵の膨化を行った。膵を摘出し、37℃下で 24分間インキュベ
ートし、振盪、洗浄を計 5回行い、膵島をHand pick upした。分離液とは、Hanks
液(Hanks’ Balanced Salt Solution)を指す。 
膵島培養：培養液は 10mM nicotinamide、Penicillin-streptomycin、FBS(10％)
を添加した RPMI-1640を使用し、滅菌ペトリディッシュ内で 37℃、加湿した 5％
CO2、95％Air環境で 2日間培養した。 
分離液に sericinを添加した sericin添加群と添加しないControl群とを各実験で
比較した。 
1．Sericin の適正濃度を得るため、分離液に添加する sericin を 0.05％、0.1％、
0.2％の濃度別に分けた 3 群と Control 群を加えた計 4 群で、使用ラットの体重、
膵島の収量、サイズ毎の膵島数を比較した。膵島収量の単位は国際基準 IEQ（1IEQ
＝直径 150μmの膵島 1個）を用いた。 
2．1．の結果から適正濃度は 0.1％とし、0.1％sericin添加群を Sericin群として、
無添加の Control群と 2群で以下を比較検討した。 
①両群の形態を光学顕微鏡と実体顕微鏡で比較した。 
②Insulin secretion assay：両群より長径 150µm以上の分離膵島を計 10個を用い、
glucoseの濃度を, Low (3.3mM)、High (20mM)、Lowの順に 1時間毎に変化させ、
それぞれの培養液中のインスリン濃度を測定した。High glucose medium の
insulin分泌量、Stimulation indexを検討した。 
③膵島移植：両群の分離膵島を 800個ラットの腎被膜下にそれぞれ移植した。移植
後、定期的に血糖値を測定した。移植後 28 日目に膵島移植腎を摘出し、光学顕微
鏡にて組織学的に比較、検討した。 
④FITC で指標した sericin を分離液に溶解し、膵島分離を行った。膵島を共焦点
レーザー顕微鏡にて観察した。また膵島を剥切し、細胞膜蛋白である E-cadherin、
FITC–sericin で二重蛍光免疫染色を施行し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察
した。 
⑤両群より分離された膵島を、走査電子顕微鏡にて 100～3000倍で観察した。 
【結果】 
1．4群の使用ラットの体重に個体差は認めなかった。膵島の収量は、Control群は
平均 648IEQ、sericin添加群は 0.05％ 1587IEQ、0.1％ 2245 IEQ、0.2％ 2077IEQ
で、sericin添加群が有意に多かった(control group vs. 0.05% sericin group, p = 
0.0057; vs. 0.1% sericin group, p = 0.00076; vs. 0.2% sericin group, p = 
0.00058)。膵島のサイズ毎の比較では、Sericin 濃度が上昇するにつれ大きい膵島
の割合が高くなる傾向であった。 
2. 1. の結果より、sericinは 0.1％が至適濃度と判断した。 
①光学的顕微鏡観察では、形態上 2群間に大きな差は認めなかった。 
②High glucose (20mM)下で分泌されたインスリン濃度は、Control 群は平均
3.06ng/mL/hr、Sericin 群は平均 3.08ng/mL/hr と有意差はなく (p=0.47)、
Stimulation indexも各々2.68、2.58で有意差はなかった(p=0.98)。 
③膵島移植では両群間で移植後の血糖を比較しているが、全日程で有意差は見られ
なかった。移植腎の光学顕微鏡観察では両群とも移植膵島は生着し、新生血管が見
られ、インスリン陽性細胞はグラフト全体に認められた。 
④FITC-sericinは共焦点レーザー顕微鏡観察で、膵島の周囲に付着していた。剥切
した標本で E-cadherinの分布は細胞の輪郭を描出し、FITC-sericinは膵島の表面
の E-cadherinの局在部に一致してまばらに存在した。 
⑤Sericin 群の膵島は、表面は比較的平滑で細胞は扁平であるのに対し、Control
群の表面は平滑でなく、細胞は球体化する傾向があった。 
【考察】 
 Sericin の細胞保護効果を応用し、膵島移植の分離の過程で分離される膵島に加
えられる様々なダメージを軽減できれば、効率よく 1人のドナーから得られる膵島
量が増加する。その技術は膵島移植の問題点の一つであるドナー不足の解消につな
がると考えられる。この研究で膵島分離の過程全般で使用される分離液への sericin
添加で、膵島収量を有意に増加させることを示した。Insulin secretion assay、膵
島移植実験にて in vitro、in vivoともに内分泌機能は無添加群と比較して何ら遜色
はないと証明できた。 
今回は Sericin の作用機序に関しても検討と行った。Sericin は分離膵島の表面
の膜にまばらに付着し、細胞内に取り込まれる形跡は認めなかった。電子顕微鏡レ
ベルで Sericin群の膵島は Control群よりも生体内で存在する膵島に近い形態であ
った。損壊した膵島は表面の起伏が大きく、細胞が球体化する傾向があるが、
Sericin 群に同様の変化は少なかった。Sericin は膵島表面で E-cadherin などの膜
蛋白に作用し、膵島の細胞間の結合を強固にすることで細胞崩壊を防ぎ、これが膵
島保護効果につながると考えられた。 
【結語】 
Sericin は内分泌機能に悪影響を与えず、分離精製操作による細胞構築の損傷を
防ぐことにより、膵島の収量増加に貢献した。 
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